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UTILISATION D'UN POLYSACCHARIDE SULFATE DE BAS POIDS 
MOLECDLAIRE POUR L'OBTENTION D'UN MEDICAMENT ACTIF COWTHE 
LA THROMBOSE VASCULAIRE 

La presente invention a pour . objet 
5 1 'utilisation d'un polysaccharide sulfate de masse molaire 
inf6rieure ou Sgale & 10 000 g/mol, susceptible d'etre 
obcenu par depolymerisation radicalaire d'un fucane brut 
issu de Ph6ophycees, pour X'obtention d'un m^dicarnent 
acnif concre la thrombose art^rielle . et contra la 
10 rest^nose arterielle. 

La thrombose consiste en la formation d'un 
caillot (thrombus) dans I'appareil circulatoire, caillot 
qui obstrue la lumiSre du vaisseau dans lequel il se 
forme. Elle est la consequence . de 1' activation 
15 pathologique des phenomenes physiologiques de I'h^mostase, 
c'esc-a-dire des phenom<^nea qui concourent k la prevention 
et S I'arrfic des saignements. 

La thrombose met en jeu un processus con^lexe 
irapliquant 1' activation en cascade de dlfferents facteurs, 
20 about issant S la formation de la thromblne, enzyme cle de 
la coagulation, puis & la fibrinoformation. La formation 
du cJirombus debute par 1' adhesion des plaquettes au tissu 
conjonctif sous-endoth^lial , mis a nu par une ISsion de 
1' endothelium vasculaire* Les plaquettes s'agregent entre 
25 elles et I'agrSgat s'entoure d'un rSseau de fibrine, qui 
emprisonne egalement des globules blancs et des globules 
rouges, formant le thrombus. 

La thrombose arterielle diffdre de la 
thrombose yeineuse en ce qu'elle survient le plus souvent 
30 sur une artdre leaee par la presence d'une plaque 
d'atherome ; cecte lesion se caracterise en outre par la 
proliferation et la migration vers I' intiiua des cellules 
musculaires lisses de la media. La thrombose arterielle se 
produit souvent lors de la rupture de la plaque 
35 d'atherorae, avec perte de continuite de 1' endothelium 
vasculaire. L' adhesion et I'agregation des plaquettes 
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jouent un role primordial dans le ph^nomSne de thrombose 
arterielle. 

L' ensemble du processus de reponse la Idsion 
d'une artSre implique de nombreux phenomenes biologiques 
5 csllulaires mettant en jeu des modifications du pMnotype 
. des cellules musculaires lisses (CML) , ainsi que 
1' expression de facteurs de crcissance qui favorisent la 
proliferation des cellules endotheliales . 

Dans le trait ement de la thrombose veineuse, 
xo on utilise classiquement des anticoagulants, notarament 
I'hSparine, qui poesedent la propriete d'inhiber la 
thrombine et sa formation. 

Xi'heparine est un polysaccharide sulfate 
const itue d' unites de glucosamine et d'acides uroniques 
IS li4es en 1-4, dans lesquelles les groupes sulfates sont 
presents eur la fonction amine de la glucosamine et/ou sur 
des fonctions alcools de la glucosamine et de I'acide 
uronique, Ce polysaccharide, ddnt ies proprietes 
ant icoagul antes sont bien connues^ est actuellement 
20 largement utilise dans le traitement .des accidents 
thrombotiques, L'heparine presents toutefois des effets 
secondaires tres iraportants (saignements, risques de 
thrombop^nies immune -allergiques) et elle est tris pen 
efficace en thrombose arterielle. De plus, I'origine 
25 animale de ce produit est susceptible d'entrainer un 
risque potentiel de contamination par des agents 
infectieux non convent ionnels- 

Des techniques de depolymfirisation chimiqus ou 
enzymatique ont permis d'obtenir, i partir d'HNF (hSparlne 
30 non fractionnSe, dont le poids moleculaire est d' environ 
15 000 g/mol) , des chaines polysaccharidiques de has poids 
• moleculaire, a savoir de poids moleculaire corapris entre 
2 000 et 10 000 g/mol, nommfies HBPM (Heparines de Bas 
Poids Moleculaire) . De nombreuses HBPM ont €z€ 
35 synthStisees et sont notamment commercialisees sous les 
denominations Enoxaparine' , Reviparine*, Dalt eparine* , 
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Fraxiparine*, Tinzaparine"', Certoparine*, Opocrine*, 
Parnaparine*, etc . 

Des etudes cliniques one montr^ que, dans la 
prophylaxie des accidents thrombo-emboliques veineux, les 
5 H3PM possedent une efficacite identique, sinon superieura, 
i celle de I'HNF- Toutefois, les KBPM n'abolisent pas la 
risque himorragique et peuvent entrainer, au m§me titre 
que I'HNF, quoique avec une moindre frequence, une 
thrombopSnie immuno-allergiqua . 
10 D'autre part, il a ete mbntre, en partlculler 

par M, Lerch et al. (European Heart Journal, Aout 1998, 
Jja, 495) et H. Rickli ec al. (European Heart Journal, Aout 
1998, 11, 470), que des HBPM (respectivement , Reviparin" 
et Fraxiparin") sont inefficaces pour lutter contre la 
15 restenose apres angioplastie, c'est-S-dlre le phenoinene de 
reapparition d'un retrecissement de la lumi^re d'une 
arcSre lie S 1 ' inteirvention d'une sonde k ballonnet en 
chirurgie vasculaire. 

II exista d'aucres polysaccharides sulfates 
20 que les heparines, par exemple les fucanes. Ces 
polysaccharides sulfates, de poids molficulaire SlevS (lOO 
a 800 kDa) , aont presents dans les parois cellulaires des 
thallea d'algues brunes. II s'agit de polymeres de 
L-fucose sulfate qui peuvent 6galement contenir du 
25 D-xylosa, du D-galactose, du D-mannose et des acides 
uroniques, ess demlers n'etant pas sulfates, 
contraireraent a ceux de I'h^parine. Les fucanes different 
egalement de I'heparine en ce qu'ils ne con^rennent pas 
d' amino -sucres . 

3^ Les fucanes poss^dent diffirentes propri6t€s 

qui rendant particuli^rement interessante leur 
exploitation dans de nombreiix domaines therapeutiques . 

11 a notanmient et€ moncre que des fractions de 
fucane de faible masse molaire, obtenues par hydrolyse 

35 acide tel que dficrit dans le Brevet europfien 0 403 377, 
pr4sentent une activate anticoagulante <S. Colliec et al.. 
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Thrornb. Res., 199l, 143-154) et antichroinbotique par 

vole intravftineuse (S. Mauray- et al_ Thrombosis and 
Haemoscasis, 1995, 74 (5,)., 1280-1285) et par voie 
sous-cutanee (j. Millet et al.. Thrombosis and 
Haetnostasis, 1999, 391-395) comparable a celle des 

heparinss de has poids mol^culaires. 

II a Sgalement et^ montre que ces memes 
fractions de fucane sont capables d'inhiber, comme 
I'heparine, la croissance des cellules musculaires lisses 
vasculaires en culture (D. Logeart et al,, Eur. J. Cell, 
Biol., 1997, 2±, 376-384 et 3flS-390) . Les effets observes 
soht r4vereibles, ne sont pas li4e a tine action 
cytotoxique et dependent de la concentration du compose 
dans le milieu da culture. Get effet antiprolif firatlf sur 
la croissance des cellules musculaires lisses semble 
spScifique puisqu'.il n'est note, a ces concentrations, 
aucune inhibition sur la croissance de lign^es 
fibroblastiques, et que ces coinposfifi sont capablea de 
potentialiser la croissance de celluXes endothSliales en 
culture (J, L. Giraux et al., Eur, J. Cell. Biol, 1998, 
iZ, 352-359) . 

Qiraux et al, ont montre, dans Thrornb. 
Haemost., 1998, fifi, 692-695, que ces memes fractions de 
fucane, obtenues par hydrolyse acide selon le protocole 
decrit dans le Brevet europeen 0 4 03 377, induisent 
in vitro la liberation de TFPI (Tissue Factor Pathway 
Inhibitor) par les cellules endotheliales de la veine de 
cordon ombilical huinain, effet qui pourrait contribuer & 
1' action antithrombotique de ces fractions de fucane . 

D' autre part, il a ete montre dans la Deroande 
de Brevet EP 0 84 6 12 9 que des fragments de fucane, 
obtenuE par depolymerisation radicalaire d'un fucane de 
Pheophyc^es en presence d'uh catalyseur raetallique ec de 
pe-roxyd^; d'hydrogdne et poasedant une raasse molaire 
infSrieure ou egale a 10 000 g/mol, conservent, in vitro, 
les propri6tes ant icoagul antes du fucane brut. De tels 
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fragmencs de fucane, obtenus par dSpolym^risation 
radicalaire d'lin fucans de haut poids moleculaire, sont 
differences, quant a ieur structure chimique, de fragments 
de fucane obtenus par hydrolyse acide d'un fucane brut, 
5 comme d^montre dans la Demande de Brevet EP. 0 846 129. 

Outre I'HNF, les HBPM et les fucanes, d'autres 
agents anticoagulants ont §t6 dficrits pour leur action 
antithrombotique (inhibition de Xa formation du chroinfaus 
et/ou de sa croiasance) : il s'agit notamment des 

10 h^parinoides (melange de glycosaminoglycanes de bas poids 
moleculaires, par exemple I'Orgaran* commercialise par 
Organon Inc.), des ant ivit amines K ec des hirudines* Les 
hirudines, par exempls la Lepirudin (Refludan*) 
cotnmercialis^e par Behrinwerke AG - Hoechst Marlon Roussel 

15 ou la Desirudin (Revasc*) cormiercialisee par Novartis - 
Rhone Poulenc Rorer, peuvent entrainer, au mSme titre que 
1' heparin© non f ractionnfie, un risque h^morragique 
important . 

En thrombose arterielle, deux classes de 
2Q composfie sont utilisaJbles ou a l'6tude (Samama M. M, ec 
Desnoyer P. C, « Les bases pharmacolofflquGs des 
traitements antl thrombocigues - Agents ancithrombotigues 
ACtuels et futurs >, 1995, Edition Masson) : il s'agit des 
antiagregants plaquettaires . , par exett5>le 1' acide 
25 acetylsalicylique, le dipyridamole, la ticlopidine, le 
clopidogrel, I'anticorps anti-GPlIb/IIIa, et des 
f ibrinplytiques . (streptokinase, urokinase. «r.c) qui 
dissolvent le caillot. par activation du systSme 
f ibrinolytique et liberation de la plasmine (enzyme 
30 prot€olytique capable de lyser rapidement le caillot de 
f ifarine) . 

utilisation de ces con^osSe doit souvent 
etre associ^e & une intervention endoscopique pour elargir 
la lumifire de I'artere retrScie, telle qu'une 
35 angxoplastie- Or, ces traiteroenta ne sont pas suffisamment 
efficaces a moyen terme, car une restenose des arteres 
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ainsi dSsobstruees survient f r^quemment ^ et ce dans les 
quelques mois qui suivent le traitement. 

Ainsi, 11 apparait que les agents 
antithrombociques d6crits ci-deesus ne permettent pas de 
s prevenir ou de trait er de fagon efficace une thrombose 
arterielle ou une reatinose, problStne essentiel aprSs une 
angioplasties Suite a une telle ehixurgie, 1 ' endothelium 
prSsente un disfonctionnement par rapport k 1 ' endothelium 
d'origine. L' agression parietale induite par cette 
10 chirurgie peut se traduire par un phSnomSne de 
decon^artimentation : perte . de 1' endothelium et 
communications directes entre le compartlment eanguin et 
les cellules musculaires lisses. A cette agression, la 
paroi repond par un processus associant une migration, une 
X5 proliferation^ une destruction et line secretion de matrice 
extracellulaira par les cellules musculaires lisaes en 
position intimale, fiuivi d'une repousse de 1 ' endothelium, 
ce qui contribue S son epaississement et done au 
retrecissement de sa lumiere. Ce phenomene de 
20 cicatrisation parietale peut participer & la pathblogie 
eile-mime, comme les stenoses anastomotigues sur les 
proth^ses vasculaires et les restenoses aprSs dilatation 
endoluminale . 

Au vu de I'etat actuel de la technique^ le 
2S besoin d'un agent actif contre la thrombose et la 
restenose arterielles se fait done ressentir. 

Les Inventeurs se sont ainsi donnes pour but 
de pourvolr Sl un agent qui puisae etre utilise pour 
I'obtention d'un medicament actif contre la thrombose et 
30 la restenose arterielles ^ ledit medicament ; 

- pr6sentant une activite contre la thrombose 
vasculaire^ notaironent contre la thrombose veineuse, et de 
fa^on particuliereraent avantageuse contre la thrombose 
arterielle, et ce lorsqu'il est administre par voie 
3S parenterale. 
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- ne pr^sentant pas de risque hemorragique 

majeur, 

- ne presentant pas le risque potent iel de 
contamination virale lie aux produits d'origine animale, 

5 - perinettant d'obtenir tine prevention de 

1' occlusion artfirielle dans le cadre de la prevention de 
lA rest^nose, en parciculier a la suite d'une 
angioplastie. 

Les Inventeurs ont maintenant trouvg que, de 

10 manifere inattendue, ces buts sont atteints par 
1' utilisation d'un polysaccharide sulfate susceptible 
d'etre obtenu par dSpolymerisation radicalaire d'un fucane 
brut issu de PhSophycees, lodit polysaccharide ayant une 
masse molaire inf^rieure ou egale h 10 000 g/mol. 

IS La presents invention a pour objet 

1' utilisation d'un polysaccharide sulfate susceptible 
d'etre obtenu par depolym^risation radicalaire d'un 
fucane brut issu de PhSophycSes , ledit polysaccharide 
ayant une masse molaire inf firieure ou egale k 

20 10 000 g/mol r pour I'obtention d'un medicament destine a 
la prevention ou au traitement de la thrombose 
vasculaire, 

De fagon part iculi Bremen t avantageuse, 
1' utilisation d'un tel polysaccharide sulfate permet 
25 d'obtenir un effet antithrombotique qui n'est pas 
accompagne d'un risque hfiraorragique majeur* 

Ledit polysaccharide sulfate esc susceptible 
d'etre obtenu comme decrit dans la Damande de Brevet 
EP 0 846 129, A titre d'exemple, le type de Pheophycfies 
30 dont est issu ledit polysaccharide sulfate est 
A3cophyllum nodostun, Fucus vesiculosus, Pelvetia 
canalicuJata ou Undaris. pinnatifida, 

De fayon particuliSrement avantageuse, 
I'origine vggetale du polysaccharide utilisS dans la 
35 presents invention eliraine tout risque de contamination 
virale du sujet auquel il est administre. 
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Selon un mode de realisation avancageux de 
1' utilisation selon 1' invention, ledit medicament est 
destine S la prevention ou au traitsment de la thjrombose 
veineuse , 

5 Selon un autre mode de realisation avantageux 

de 1 ' utilisation selon 1' invention, ledit medicament est 
destine a la prevention ou au traitement de la thrombose 
art^rielle, processus dans leguel la formation du 
thrombus et les depots plaque ttaires jouent un rdle 
ao important , 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, ledit medicament est destinS k la 
prevention de ia[ restenose artSrlelle, phenomine 
precurseur d'une thrombose arterielle. 
IS En effet, dans le cadre de la prevention de la 

thrombose arcerielle^ 11 est particulierement avantage\uc 
de chercher ^ pr6venir la restenose arterielle, pathologie 
qui, lorsqu'elle se declare, peut aboutir a une thrombose 
de I'artSre. 

20 Le polysaccharide sulfate utilisfi dans la 

prdsente Invention a avantageusement xme masse molaire 
xnferieure k S 000 g/mol. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de la presents invention, ledit medicament est destine k 

25 etre administre par voie paxenterale, de preference par 
voie intraveineuse ou sous-cutanee, 

Chez le lapin, dans un modSIe de thrombose 
veineuse experimental apres injection par voie sous- 
cutanSe, une mSme activite antithrombotique est observee 

30 pour des doses d'HBPM et de polysaccharide sulfate 
(polysaccharide susceptible d'etre obtenu par 
depolymerisation radicalaire d'un fucane brut issu de 
Pheophycees, comme decrit ci-dessus) respect ivement Sgales 
k 1 mg/kg et h 10 mg/kg, c'est-d-dire pour une dose de 

35 polysaccharide sulfate 10 fois superieure a celle d'una 
HPBM. 
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Si une extrapolation chez I'homme esc 
possible, les dose joarnalieres dudit medicament sont de 
pr^f^rence comprises entre 150 ct 300 mg (administration 
de lagon preventive) on entre 450 et €00 rag 
5 (administration de fa<?on curative) par voie sous-cutanee ; 
il est bien entendu tcutefois que I'Hocwne de I'Art 
adaptera ces doses en fonction de I'Sge, du poids ec de la 
pathologie du patient, notairanent en fonction du risque 
thrombogine. 

10 Dans le mode de mise en oeuvre relatif a la 

prevention de la rest^nose arc^rielle, ledit medicament 
esc avantageusement destinS k Stre adniinistre par voie 
locale, par exemple par diffusion endopari#tale. 

La diffusion endoparietale consist© en une 

15 administration locale de la composition pharmaceutique/ 
par example au moyen d'un ballonnet, Le passage repete du 
ballonnet, lors de 1 ' intervention chirurgicale 
d' angioplasties a pour effet de supprimer 1' endothelium et 
de stresser les cellules musculaires et la matrice 

20 extracellulaire de la media. En rSpon^e a la 
desendothelialisation/ une agregation plaquettaire va se 
reproduire au site de la lesion, libirant localement du 
PDGF (Platelet Derived Growth Factor) . En reponse au 
stress medial, le FGF intracellulaire scocke dans la 

25 matrice va §tre relargue. Ces facceurs de croissance vont 
induire 1 ' activation, la migration et la proliffiracion des 
cellules musculaires lisses. 

La technique de diffusion endoparietale permet 
une distribution copique endovasculaire du principe actif 

30 present dans ladite composition pharmaceutique . Differents 
types de ballons peuvent Stre utilise©, tels que des 
catheters a doubles ballonnets isolant une chambre de 
perfusion ou des ballonnets enduits de gel, ou encore des 
catheters non occlusifs. 

35 Outre les dispositions qui precedent, 

1' invention comprend encore d'autres dispositions qui 
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r-essortiront de la description qui va suivxe, qui se 
ref ere i des examples de mesure de 1 ' activity 
antichrombotique, du risque hemorragique et de I'effec 
anticoagulant de polysaccharides sulfates obnenus par 
5 dSpolymerisation d'un fucane de PheophycSes, ainsi qu'a 
I'^tude des effets de ces polysaccharides sur I'agregation 
plaquettaire, 

11 doic Stre bien entendu toucefois que cee 
exettiples sent donnfis xinlquement a tltre d' illustration de 
10 1' Ob jet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniSre une limitation. 

1 I ACTIVITY i^ITHROMBOTIQUE DK POIaYSACCHAJRIDSS 
SITLFATES OBTENtTS PAR DEPOLyMBRISATION D'llN PITCAME DE 
PHE0PHYCE5S 

IS 1, Pr6t>arat:iQn du fnc^ane ha.c, ftnida molag iilaige at: 

Dans cet example ec dans ceux qui suivent, 
sauf indication contraire, les rSf^rences du fucane de 
bas poids mol^culaire sont les suivantes : 

20 - I'beparine standard non fractionnSe (HNF) 

est une hfiparine TERHORMON TH/023 (150 Ul/mg) fournie par 
Terdobliate (Novara, Italic) . Sa masse moliculaire 
moyenne est d' environ 15 000 g/mol ; 

- I'h^parine de bas poids mol^culaire (HBPM) 

25 est fournie par Pharmacia (France) sous la denomination 
Fragmine* (lot 94134, 2 500 UI anti-Xa/0,2 ml). Sa masse 
mol^culaire rooyenne est d' environ 5 000 g/mol- 

Les concentrations requises en HNF et en HBPM 
sont obtenuQE par dilution avec du s^rum physiologique . 

30 tie fucane de bas poids mol^culaire (PBPM) 

utilise est obtenu par dfipolynnSrisation radicalaire d'un 
fucane de Pheophycees {Ascophyllum nodosum) conf ormement 
au procede decrit dans la Demande de Brevet EP 0 846 129. 
Le protocole rais en oeuvre est le suivant ; 
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- DepQlvmerisation radicala i,^^ . 

25 litres d'extrait agueux de fucane, obtenn 
selon le protocole dicrit par Nishino et ai. 
(Carbohydrate Research, 1989, 1B6 . 119-129) adapte Sl 
5 I'algue A&cophyllum nodosum, sent introduita dans iin 
rSacteur d'une capacity de 4S litres muni d'un dispositif 
d' agitation a 100 tours/minutes. La tempSracure est 
portee et maintenue a 60*C. 75 g d' acetate d& cuivre 
(Fluka) sont ajoutes, soit une concentration de 0,02 M en 

10 acetiate de cuivxe. I^e pH est ajuste ^ 1,5 a 1 ' aide 
d' environ 400 ml de soude 2 N (NaoH a 400 g/1, Panreac) . 
On ajoute alors du peroxyde d'hydrogSne S une 
concentration de 10 a 13% Sl un debit de 8S ml/minutes, 
pendant 4 h« 

1$ - EliminatioTi du rtiiwff- 

Le milieu reactionnel est filtr6 siir des 
filtre3 en microfxbres de verre dont le diam^tre des 
pores est de 2,6 pjn (filtres Wathman de r^f^rence GF/D 
1823-150)^ afin d'isliminer le precipitS de couleur verte 

20 forme lors de ' la reaction de depolymerisation. Le cuivre 
rfisiduel est ensuite retenii par un passage sur une r^sine 
(Chelax*20, Biorad> : I'extrait depolymerifiS est 
introduit, a un d€bit de 13 S 15 l/h^ dans une colonne de 
verre d'une section de 113 cm^ contenant 5 litres de 

25 resine prealablement passiv^e. En sortie de colonne, la 
solution de fucane depolyro^rise est dScolor^e et a un pH 
compris entre 10 et 11. 

La resine utilis^e eat ensuite regen€ree selon 
les conditions opSratoiree donnees par le fabricant. 

30 - Diafiltration. ooncentrr^t^ion gt 

La solution de fucane depolymSrisS obtenue ci- 
dessus est souraise une ultrafiltration sur un systSme 
Pell icon* (Millipore) equipe de deux membranes 
35 polysulfones de 1 kDalton (Filtron) . Un suivi de 
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conductivity est effectue tout au long de ce precede, 
realise avec 10 volumes d'eau osmosee. 

Apres concentration jusqu'S un voluine final de 
4^5 litres, le produit est lyophilis^. Le rendement, 
5 calcule s\ir le lyophilisat, est de 27%, 
- Reduction au borehydmyg , 

2 67 g du fucane dSpolymerise obtenu ci-dessus 
(fucane lyophilise) sent dissoufi dans 3 1 d'eau osmosee 
et la solution est homog^n^isee. 10 ml de cetne solution 

10 Bonc preleves pour analyse du fucane avant l'6tape de 
reduction des monosaccharides terminaux des chaines 
polysaccharidiquas . 

Separement, 202 g de boroliydrure de sodium 
sont dissous dans 3 1 d'eau. La solution de borohydrure 

15 est ensuite ajout^e a la solution de fucane. La reaction 
est immediate et tres ef f ervescente . Apres 2 heures, la 
reaction est stoppee par addition d'acide ac^tique lO N 
(acide acetique glacial, Panr^ac) jusqu'S I'obtention 
d'un pH neutre, Le volume d'acide ajoute est de 400 ml. 

20 AprSs neutralisation, la solution est filtree 

sur microfibres de verre (ficre Wathman de rSf4rence GF/D 
1822-290) et soumise ^ une ultraf iltration/diaf iltration 
sur un syscSme Pellicon' (Millipore) equipe de deux 
membranes polysulfones de seuil de coupure de 1 JcDalton 

25 (Piltron) , Le volume initial est de 9 1 ; la conductivite 
initiale est de 16,5 mS et chute a 3,5 inS en fin 
d' ultrafiltration/ diaf titration. AprSs une concentration 
jugqu'a 7,5 1, le produit est filtrS success ivement sur 
des f litres de diamStres de pores de 2,6 im (GF/D 

30 Wathman) , puis 0,7 (GF/F Wathman) et enfin 0,2 iini 

(filtres Wathman en nitrate de cellulose, r§f6rence 7182- 
09). Le volume final S lyophiliser est d^ 7,75 1. Le 
rendement global de la reduction est de 60%. cette faible 
valeur etant due aux nombreuses manipulations r6alis6es 

35 lors de cette ^tape. 
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Le rendement total du px-ocedS d'obtention d'un 
fucane de bas poids moleculaire (depolymerisation et 
reduction) est par consequent de 16,2%. 

L'etape de reduction ne modifie pas I'activite 
5 anticoagulante et la composition chimique du fucane, 
comme cela sera d^^caillS ci-apres (cf . tableau X) . 

Le tableau X resume lee caract€ri€tlques du 
produit {fucane depolytnerise) avant et apr^s l^€tape de 
reduction, h savoir aa masse molaire {Mc : masse molaire 
10 chromatographique determinee au sommet du pic) , son 
indice de polydrspersit^ (correspondant au rapport M^/M^, 
avec Mp : masse moleculaire moyanne en poide et ; masse 
moleculair-e moyemie en nombre) , sa teneur en oses neutres 
(fucose, galactose, xylose) , en acide uronique, en 
X5 sulfate (SO^Na) / ainsi que la mesure de I'activite 
anticoagulante du produit par TCA (Temps de Cephaline 
Activ6e ) , Gxprira^e en quantity de produit ajoutee a 1 ml 
de PPP (Plasma Pauvre en Plaquettes) n^cessaire pour 
doubler le tenips de coagulation temoin (39 secondes) . 
20 La teneur en ose& neutres a €t€ mesurSe selon 

la technique decrite par Mopper et al. (environ. Sci. 
Technol., 1992, ZS/ n"l, 133-138). Les autres paramStres 
ont &t& mesuri comme indique dans la Demande de Brevet 
EP 0 84€ 129. 

25 II ressort du tableau I que le precede de 

reduction decrit ci-dessus, realise apres la 
depolymerisation radicalaire, permet d'obtenir un fucane 
de bas poids molSculaire peu polydisperse, sans modifier 
global ement sa conipositicn chimique et sans le 

30 . desiilfater. 
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Tableau I 





fucane avant 
ddpolyme r i sa t i <Sn 
(dXtrait aqueux) 


depolytxtfrise. 
avant reduction 


Fucane 
depolyme r i s£ , 
apr^s reduction 


Mc (g/moa) 


> 600 000 


< 5000 


< SOOO 


indice de 


5 


1,9 


1,7 


fucose (%) 


28,4 


32, 8 


34.3 


galactose (*) 




1,6 


1,4 


xylose (%} 


3,7 


1,2 


1.0 


acide uroDiqti« 
(%) 


a. 5 


3,7 




SOsKa (%) 


22,7 


34,2 




TCA (actlvic^ 
anc i c oagulance ) 
(ixg/ral de PPP) 




25 


25' . 



* nd X non determine 



2 - Thrombose veineuse aelon We&sl^y nha z le ?-ap Afi 
S Protocols 

La thrombose veineuse e^^rimentale est celle 
de Wessler ec al. (1959) utilisant le facteur X activ4 
(FXa) comme agent hypercoagulant (Mauray ec al., Throm. 
Haemost,, 1995, 2A, 1280-S et Millet etal., Throm. 
10 Haemost./ 1992, £7, 17S-9) . 

Coimne decrit par Millet et al, (Throm. 
Haemost, 1999, fill 391-395), les prodults sent 
administres par voie sous-cutan4e, un effet dose et une 
cin^tique de I'effet etant realises- 
IS Pfig^l^r;^^^ 

Le PBPM presente une activity dose dependants 
Qfui se manifests d^s la dose de 2,S mg/kg, avec un 
abaissement significatif et voisin de 35% du poids des 
thrombi. Cette activite est proche de 100% pour la dose 
20 de 10 xt^/kg. 
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Des activit^e de 50%, 80% et: 90% ont ete 
obtenues pour des doses respeccives de Fragmine* de 80, 
100 et 200 UI anti-Xa/kg (Millet et a1. , 1999, ibid). 

Ld calcul mathematigue, utilisanc uzie 
5 regression logarithm! que, permet la determination de la 
dose de FBPM necessaire pour diminuer de 80% (DE 80) le 
poids des thrombi t^moins. Airxsi, la DE 80 du FBPM, par 
vois sous^cutanee, est de 7,4 (5,6-9,8) mg/kg. 

Comme observe par Millet et al., 1999 {ibid) 
10 sur le fucane de has poids molgculaire obtenu par 
hydrolyse acide et en prenant la Pragtnine* comme produit 
de rfiffirence, le FBPM montre, ches le lap in, ime 
cin6tiqus de I'activitS antithrombotlque plus precoce et 
plus durable. 

15 3- Thrombose arterio-veineuae aeloTi Thnetfiii chez le l^ap^T^ 
r-^A activity antitihronibotimie en intraveineux 
• Protocol e 

Les aniToaux utiliee& 6ont des lapins mSles 
neo-zelandais homozygotes de 2 ^ 2i5 kg de poids moyen- 

20 Apres une ©tabulation des animaux durant 6 jours en 
animalerie, ceux-ci sont utilises en periode de jeune. 

Apres premedication des animaux a 1 ' Imalg^ne'^ 
ceux'ci sont anesnh^sies par une injection intraveineuse 
de pentobarbital sodique .S 1% dans la veine marginale de 

2S I'oreille. L' injection se fait lentement avec iin controle 
du reflexe pupillaire et de la respiration. Environ 4 & 
5 ml de pentobarbital sont inject^s k un lapin de 2 kg. 

Une artSre carotids et xine veine jugulaire 
oppcsee sont dfigagSes. Un shunt arterio-veineux est place 

30 entre ces deux vaisseaux. Ce shunt est compose de 
2 catheters en polyethylene (diamStre ext€rieur de 
1,9 mm) de 12,5 cm de longueur, ces deux catheters ^tauit 
relics entre eux par un troisiSme catheter d'un diamStre 
int^rieur de 1,57 rm et d'une longueur de € cm, k 

as I'interieur duquel est place un fil de sole. 
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Les cachecers sont silicones (Sigmacote**, 
Sigma). Une bague Doppler de 1,3 mm de diamdtre est fixSe 
autour du catheter introduit dans la carotids afin 
d'apprficier la variation de velocite du flux sanguin, 
5 representative de 1' occlusion, 

Un premier groupe de lapins, qui servira de 
controle, regoit du serum physlologique, trois autres 
groupes recevant respect ivement une solution d'HNF 
(1 mg/kg) et deux solutions de FBPM (1 mg/kg et 2 mg/kg) ♦ 
10 Les divereee solutions et leurs solvants (le serum 
physiologique) sont administr§es sous un volume de 
1 ml /kg, par injection Incraveineuse dans une veins 
marginale de I'oreille (opposSe & celle servant au 
maintien de I'anesthesie de 1 ' animal) , 5 minutes avant la 
15 creation de la situation thrombogSne. 
• R^sultats 

Le tableau II resume les tanq^s d' occlusion (en 
minutes) en fonction des doses de FBPM et d'HNF 
administrSs par injection intraveineuse. Le symbole 
20 indique le seuil de signif icativitS d'une probability 
^gale ou inferieure t 0,1% (p < 0,001 dans le test 
fitatisticjue de Student) • 



Tableau II 





X^ntoin 


HNF 








1 rog/kg 


1 mg/kg 


2 ttig/kg 


Tenps 
occlusion 
(tnln. ) 


15, € ± 1,7 


55,4 ± 2,9''' 


27;6 ± 6,S 


43,7 ± 6.0'" 


Nombre 


9 


5 


7 





25 

. II ressort de ces resultats que le FBPM, 
administrS par voie intraveineuse dans le moddle de 
Umetsu adapte au lagin. prisente une activity 
antithrombotique arrerielle k des doses proches da celles 
30 responsables d'une activit* antithrombotique veineusa. 
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un doublemenc du teiips d'ocGluaiorx esn note 
5 minutes apr§s une adminisnracion par voie intraveineuse 
de FBPM a la dose de 1. mg/kg (dose voisine de la DE 60 
antithrorabotique veineuse) , L'HNF acministree a la dose 
S de 1 mg/kg^ dans les m^mes conditions, augment e de pres 

t. 

de' 4 fois le temps n6cessaire pour I'obtention d'une 
obstruction vasculaire totale chez les animaux temoins. 
Par ailleurs, 11 faut noter gue cetce dose correspond S 
10 fois la DE SO antitihrombotique veineuse de I'HPTF. 
10 :^-b - «<"tivite..antithrQTTibQ-tiQue en sous-cutane 

• Protocol e 

On procdde comme indique ci-dessuS/ les 
di verses solutions et leurs solvants (le serum 
physiologique) 4tcint adminis trees sous un volume de 

15 1 ml/kg, par voie eous-cutan^e, 2 heures avann la 
cr4ation de la situation throiabogSne. Les animaux sont 
repartis en trois groupes : un premier groupe, qui 
servira de contr51e, re<;:oit du sSimm physiologique, alors 
que les autres groupes recoivent respectivement des 

20 solutions de FBPM a la dose de 7,5 mg/kg et d'HBPM a la 
dose de 60 UI anti.-Xa/kg. 

• RSsultats 

Le tableau 111 resume les tenps d' occlusion 
(en minutes) en fonction des doses de FBPM et d'HBPM 
25 administrfis par injection sous - cut anee . 



Tableau III 







HBPH 

{60 UI anti-xa/kg) 


FBPM 

(7,5 mg/kg) 


Temps 
d' occlusion 
Imin. ) 


12,6 ± 1,0 


11,8 + 1,3 


22,8 t 3,4 


Nombre d'animaux 


5 


4 


4 
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II ressort de ces resultats <ju'aiix doses 
te3t6es en sous-cutane, le FBPM double le Cemps 
d' occlusion t6moin, alors que I'HBPM n'a aucun effet, 

Contra irement k ce qui est note pour I'HNF (en 
S injection intraveineuse) et pour I'HBPM (injection sous- 
Gutan^e) , la dose de FBPM necessaire pour doubler le 
temps d' occlusion artSriel est tr^s proche de la DE 80 
antichrorabotique veineuse (S savoir 7,4 mg/kg) , a la 
difference des hSparines^ pour lesquelles il est 
xo necessaire de multiplier par un facteur voisin de 10 la 
dose antichrombotique veineuse pour obtenir une dose 
active en thrombose artSrialle. 
4, Thrombiaae arterlell^ Atx y^rj-^ Ch^T^ -le rat 

• PrPtqC<?l£ 

^5 Seule 1' administration par vole intravelneuse 

a 6t6 6tudiee dans ce module. 

Les anitnaux utiliaes sont des rats miles 
Wistar de poids . variant de 240 S 390 g. AprSs une 
stabulation des anxToaux durant 6 jours en animalerle, 

20 ceux-ci sont utilises en periode de jeAne* 

;^r^s une anesthesie au carbonate d'4thyle a 
15% (10 ml/kg ; Prolabo, Paris, France), une artSre 
carotide est e^^osee, soigneusement degag^e des tissue ou 
des nerfs anvironnants et un carre de parafilm est place 

25 sous la carotide. Une sonde Doppler est placee autour de 
la carotide {c6cS cephalique) . Le signal Doppler est 
ajuste de tnaniere 3 avoir un© dSflexion maximale et 
assimilee a une valeur de 100%, 

Apr^s une pSriode de stabilisation du flux 

30 sanguin, un disque (3 mm de diametre) de papier filtre 
Wathtnan est plac6 sur la carotide de maniere distale par 
rapport a la sonde. Deux microlitres d'une solution de 
PeClj (Osi, Paris, France) a 25% dans de I'acide 
chlorhydrique 1 M sont deposes sur le papier filtre, qui 

35 est alors place k la verticale du parafilm au contact de 
la carotide degagee. Un chronomebre est dficlenche, Apr^s 
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3 0 seconcaes de contact: du papier filtre, celui-ci est 
ealeve. La formation du thrombus est alors .suivie par 
1' analyse du signal Doppler. 

L' evaluation ds la thrombose, exprimie en 
3 minutes / congiste a mesurer I'intervalle de temps 
sSparant 1 ' application du FeCl^ du moment ou le signal 
Doppler rejoint la ligne de base, traduisant ainsi une 
occlusion totale. 

Les animaux sont rfipartis en trois principaux 

10 groupes, I'un recevant le serum physiologique (groupe de 
controle) , et les autres recevant respect ivement le FBPM 
(a des doses variant de 1,25 & 10 mg/kg) et I'HMF (aux 
doses de 1,25 et 2,5 mg/kg). Le serum physiologique, 
ainsi que les solutions de FBPM et d'HNF, sont injectees 

15 par voie intraveineuse, sous un volume de 1 ral/kg, 
5 minutes avant 1' induction de la thrombose, 

• Rgg u lt. g ,ts 

Le tableau IV resume les ten^js d' occlusion 
arterielle (en minutes) , ainsi que le facteur de 

20 multiplication du trends d' occlusion (calculS par rapport 
au ten^s d' occlusion temoin) , en fonction des doses de 
FBPM et d'ENF administr^s par voie intraveineuae, Les 
symboles "* et ** indiquent les seuils de signif icativite 
d'une probabilitfi respect ivement egale ou infSrieure k 

25 0, 1% et 1% { respect ivement , p < 0,001 ec p < 0^01 dans le 
test statistique de Student) . 
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Tableau IV 





d' 


temps 
occlusion 
(min. ) 


facteur de 
multiplication 


nombre d'animaux 


' c^raoin 


11 


,6 ± 0,58 


/ 


19 


FBPM : 










10 mg/kg 


52 


.5 ± 7,5- 


4,52 




5 mg/kg. 


41 


,7 ± 


3,59 


7 


2,S mg/kg 


31 


,9 ± 9,3" 


2,75 


6 


1,25 rag/kg 


12,7 ± 1,4 


i,od 


5 


HNF 










2,5 mg/kg 


60,0 ± 0"' 


5,17 


2 


1,25 nig/kg 


20 


,5 ± 0,5*' 


1,7« 


3 



Comme le montre le tableau ci-dessus, le temps 
d'occlusion est de 20,5 minutes apres une injection d'HNF 
5 a la dose de 1,25 rog/kg et est de 60 minutes lorsque 
I'HNF est administree & la dose de 2,S mg/kg, soit plus 
de 5 fois le temps temDin. 

Quant au FBPM, 11 presents une aetivite 
significative dose dependante. D^s la dose de 2,5 mg/kg, 
10 1' injection de FBPM induit un retard signif icatif du 
temps d' occlusion arteriel, ten^s qui apparait plus que 
double par rapport au ten^ss tSrooin. 

Un calcul math^matique (regression lineaire) 
permet de dSduire des rSsultats ci-dessu9 les doses de 
15 PBPM et d'HWF nScessairee pour doubler le neit^s 
d' occlusion arterielle, qui sont voiaines de 2 mg/kg pour 
le FBPM et de 1,25 mg/kg pour I'HNF, 

EXEMPLE 2 : RISQUE HEMORRAGIQtJE ET EFFET ANTrCOAQUlANT DE 
POl#Y£ACCHARXDES SULFATES OBTEHUS PAR. DEPOI»YMERXSATZON 
20 D'tJN FUCAXVE DE PHEOPHTCEES 

Rigour h^^yraqiqu^, ,.pj>ez i^.JLapiii 

a) Mar.^Tiel et m^thode 

Chez le lapin, le risque hemorragique du FBPM 
et de I'HBPM est evalue par la mesure de 1' allongement 
25 des temps de saignement, selon le modele de Carter et al. 
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modifie par Doutremepuich et al. (Throm. Res-, 1979, IS, 
581-586) , apres administration des produits par voie 
sous -cutanea, 2 heures avant 1' induction de I'hetnorragie, 
des doses proches de la DE 80 antichrombotigue veixieuse 
s et de 5 fois cette dose, 

Le fucane de has poids moleculaire (FBPM) et 
les animaux utilises sont identic[ues k ceux decrits dans 
1' example 1. Dans le cas de 1' injection ^ i x DE 80, 
I'hgparine de has poids moleculaire (HBPM) est la 
FragEnine* telle que d€crite dans I'exeznple 1 ; dans le cas 
de 1' inject ion a 5 x DE 80, il s'agit de la Tinzaparine' 
(10 000 UI anti-Xa/0v5 ml ; lot Q 6369B) , foumie par la 
Society Innohep (France} . ; 

b) Rgsultats 

IS A la dose perraettant de doubler le temps | 

temoin d' occlusion arterielle, correspondant cL la DE fiO j 
antithrombotigue veineuse, le FBPM et I'HBPM administres \ 
par voie sous-cutanee n'ont pas d' activity h^morragipare . 
On note €galement qu'S cette dose, et a la difference du | 

20 FBPM, I'HBPM est inactive chez le lapin dans le maddle de j 
thrombose arterielle selon le modele d'Umetsu. ; 

A . 5 fois cette dose, ni I'HBPM, ni le FBPM 
n'induisent une augmentation significative du temps de ! 
saignement . 

Materiel ftf. m^f!hr>f^#>«^ 

Chez le rat, le rls<jue hemorragique du FBPM, 1 

de I'HNF et de I'HBPM est Svalu5 par la mesure de j 

f 

1 ' allongemenc des temps de saignement, selon le modSle de 

30 Dejana et al. CThrom, Haemost., 1982, 48. 108-111). Le ' 

' FBPM, I'HNF et les animaux utilises sont identiques Sl 

ceux decrits dans I'exeniple 1. 

Les composSs sont administres par voie 
intraveineuse Sl des doses de 5 et 10 mg/kg pour le FBPM 
35 (doses correspondant respect ivement a 2,5 fois et a 

I 

! 
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5 fois la dose doublant le temps d' occlusion (TO) temoin 
(cf. tableau IV), d& 750 et 1 500 UI anti-Xa/kg pour 
I'HBPM (Fragmine*) et de 1 mg/kg pour I'HNF, 5 minutes 
avant 1' induction de 1 ' hSmorragie . 

5 h) Re3ult:at:s 

Le tableau V resume, en pourcentages, 
I'allongement des temps de saignement obtenus. 



Tableau V 



doses 


prcduits 


allongem&at des teraps 
de saigMment 


nombre 
d'animaux 


1 X TO X 2 


FBPM 


nd' 






mtT 


>ao% 


9 


2,5 X TO X 2 


FBPM 


>50« 


e 




HBPM 


>200% 


8 


5 X TO X 2 


FBPM 


>2D0% 


3 




HBPM 


>200% 


3 



10 * nd X non determlae 

II ressort de ce tableau qu'S 2,5 fois la dose 
necesaaire- pour douibler le temps d' occlusion tdmoin^ le 
FBPM augmente bien moins le ten^s de saignement q[ue 
IS I'HBPM. A 5 fois cette dose, les allongements des temps 
de saignement sont simiXalres pour les deux prodults. 

Ainsi, en comparaison h une HNF et a ime HBPM, 
il ressort du tableau V que le FBPM presente un risque 
h^morragique tnod^re . 

20 3, Pff^t antigpRgwlftixt rirp 

a) Matsriel et m^thod^ 

On utilise les plasmas provenant : 

de lapins dans lesquels une thrombose 
veineuse selon le model'e de Wessler 'a ete induite ; 
25 - des rats utilises dans 1' experience de 

thrombose arterielle selon I'exen^le I, ces rats ayant 
ret^u, par voie int rave ine use, des doses proches de celle 
necessaire pour doubler le temps d' occlusion temoin, soit 
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2,5 mg/kg de FBPM ou 1,25 mg/kg d'.HNF, ou des doses 
doubles/ c'est-a-dire 5 mg/kg de PBPM ou 2,5 mg/kg d'HNF. 

L' injection d'une solution saline 

physiologique eert de contr61e. Le plasma des animaux est 
5 pr^levfi juste aprds la formation du sac veineux. 

La mesure du temps de c6phaline activ6 (XCK on 
TCA) est effectuee cocnme suit : 

- pour les plasmas prelev^s chez les lapins, 
100 |a1 de plasma et 100 jil ds reactif CKPrest {Stago, 

10 AsniSres, France} sont incubes pendant 3 minutes a 37<>C, 
puis on ajoute 100 jil de CaClj pour dSclencher la 
coagulation. On obtient ainsi une mesure du TCK (Ten^s de 
Cephaline Kaolin) ; 

- pour les plasmas prelev^s chez les rats^ le 
15 TCA esc mesure sur 1' automate ACL 3000 (Dalhomme, Paris, 

France) . 53 fxl de plasma et S3 iil de cephaline activee 
par de I'acide ellagique (foumi par IL, Paris, France, 
sous la reference 97570-10) sont mi3 en contact, apres 
incubation & 37*C. La coagulation est diclenchee par 

20 I'adjonction de 53 jxl de CaClj. L' augmentation de la 
curbidite due a la formation du caillot fibrineux est 
d€tect4e par n§ph€lom£trie . 

La mesure du .temps de thrombine {TT) est 
effectuee comme suit : 

25 pour les plasmas prSlevSs chez les lapins^ 

on met en presence 100 ptl de thrombine (thrombine huznaine 
foumie par Fibrindex Ortho Diagnostic Systeme, Roissy, 
France) avec 200 ill de plasma, aprSs incubation pendant 
2 minutes a 37°C- L' addition de la thrombine au plasma 

30 dsclenche le processus de formation du caillot de 
fibrine ; 

- pour les plasmas preleves chez les rats, le 
TT est mesurS sur I'automate ACL 3000 decrit ci-dessus. 
Le plasma et la thrombine bumaine (reference 0880, Stago, 

35 Asnieres^ France), apr$s incubation a 37*0, sont mis en 
. contact volume S volume (75 p.1) . La formation d'un 
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call lot de fibrin© augmente la turbidlte> qui est 
detectee par nephelomfitrie sur 1' automate de coagulation. 

5. (administration des composes par voie 

intraveineuse) . 
Chez le rat, 1' injection intraveineuse de FBPM 
prolonga le TCA et le TT de £a<?on significative, mais de 
fapon bien inferieure k ce qui est observe avec I'HNF, 

iO • Effet anti<!:oaQulann 1 ^ ispin 

(administration des composes par voie sous- 
cutanSe) . 

Les resultats des TCK obtenus chez le lapin, 
exprimes en secondes^ sent resumes dans le tableau VI cj.- 
xs dessous- Les aymboles ' et " indiguent les seuils de 
signif icativite d'une probability respectivement 6gale ou 
inferieure S 5% et 1% (respectivement, p £ 0,05 et 
p ^ 0,01 dans le test statistique de Student) « 



20 Tableau VI 





dose 


TCK 

(secondes) 


nooibre 
d'animaux 


controls 


0 


25,1 ± 1,3 


8 


FBPM 


7,5 mg/kg 


28,2 ± i,e 


S 




10 mg/kg 


29,4 ± 1,5^ 


7 


HBPM 


50 UI anti-Xa/kg 


25,7 ± 1,7 


3 




100 UI anti-Xa/kg 


27,0 ± 1,5 


3 




200 UI anti-Xa/kg 


33,9 ± 5,0** 


3 



II ressort du tableau VI que I'HBPM 
(Pragmine*) , adrainistr6e k des doses allant de 50 Sl 200 UI 
anti-Xa/kg, 2 heures avant les prSldveraants sanguine, 
25 n'induit qu'A iine tres forte dose (200 UI anti-Xa/kg) une 
elevation significative du TCK (35,3% d' augmentation par 
rapport au groupe de controle) . 
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Le TCK ne sublt aucune modif ication. 
significative pour la dose de FBPM de 7,5 mg/kg, 
administree par voie sous-cutanee 2 heures avant les 
prelevemencs sanguins. A la dose de 10 mg/kg, on note une 
S augmentation discrete, mais significative (17% 
d' augmentation) . 

Les resultats des TT obtenus chez le. lapin, 
exprimes en secondes, sont rSsum^s dans le tableau Vll 
ci-dessous. Le synibole indique le seuil de 

10 signif icativite d'une probabilite egale ou inferieure d 
1% (p < 0,01 dans le test statistique de Student) . 



Tableau VII 





dose 


TT 

(secondes) 


nombr© 
d' aiiintaux 


controle 


0 


31,6 ± 1,3 


9 


FBPM 


7,5 mg/kg 


34,7 ± 2,2 


6 




10 mg/kg 


31,5 ± 1,2 


7 


HBPM 


SO UI anti-Xa/kg 


32,5 ± 2,7 






100 UI anti-Xa/kg 


38,2 ± 4,1 


3 




200 UI anti-Xa/kg 


. > 98" 


3 



as II ressort du tableau VII que le temps de 

thrombine moyen (TT) ne siibit aucune modification 
significative pour les doses de FBPM testSes, 
administrSes par voie sous-cutanSe 2 heures avant lea 
preldvements eanguins. On note qua I'HBPM (Fragmine") , a\uc 

20 dosefi testeesi augment e le TT, 

^gyBMPTtT^ 3 : ETIIDE EK VIVO DE L'EFFST DE POIiYSACCHARrDES 
STILFATES OBTENUS PAR DEPOLYMERISATION RADICALAIRE D'UN 
FUCANK P£ PHEOPKTCEES SXJR I'AGREGATION FLAQUETXia:RE 
a> Matfgriel eh nietihof^^ 

25 Le FBPM et I'HNF sont tels que decrits dans 

I'exemple 1, L'HBPM est: de la Tinzaparine*, foumie par 
Innohep . 
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• Chez le lapin. 

Le FBPM et I'flBPM sonc injecc6s, par voie 
sous -cutanea, a dose voisine de 5 x DE 80 (5 fois la dose 
necessaire pour dirainuer de S0% le poids moyen des 
5 thrombi temoins) d4termin4e aelon le modele de thrombose 
veineuse selon Wessler (DE 80 de la Tinzaparine" par 
injection 30us-cutanee : 80 UI anti-Xa/kg) , Ainai, le 
FBPM et I'HBPM sont injectes, aux doses respectives de 
37,5 mg/kg et de 400 UI anti-Xa/kg. Quant a I'HNF, elle 
10 est administree par voie intraveineuse a une dos^ voisine 
de IQ X DE 60, c'est-a-dire k raieon de i mg/kg. 

- Agrfigation a la chromblne. 

De la thrombine bovine k 100 U NIH (National 
Institute of Health) /ml, (Sigma, reference 4648), 

IS conservee k -70 est dScongel^e et diluee au 1/10 dans 
du s^rura physiologique, puis conservee dans de la glace 
pendant la dur^e de 1 ' expSriraentation* A 300 jil de PRP 
(Plasma Riche en Plaquettes) , obtenu par centrifugation 
du sang des animaux pendant lO minutes k 400 g , et pre- 

20 incubSs pendant 1 minute k 37«C, sont ajout^s 100 \il de 
tampon PBS et une quantite de thrombine (quantity voisine 
de 8 fil) n^cessaire pour avoir une concentration finale 
proche de 0,2 U NIH/ml. 

- Agregation 4 I'ADP (adenosine diphosphate) . 
25 Une solution d'ADP k 100 jiM (reference 0494, 

Stago., Asnidres, France), consarvfie k -20"C, est 
dficongelSe, diluie au 1/25 et 1/12,S dans du tyrode 
calcique (NaCl 138,6 mM ; KCl 2,8 raM ; NaHC03 11,9 mM ; 
WgClj 1,1 mM ; NaH^PO^ 0,33 mM ; glucose 11,2 mM ; CaCl^ 

30 4 ; Laboratoires FOURNIER) et mise dans de la glace 
pendant la duree de 1' experimentation. Apres incubation 
de 300 fil de PRP k 37**c pendant 1 minute, I'agrggation 
plaquectaire est declenchee par lOO ^1 d'une solution 
d'ADP (concentration finale de l et 2 iM) . 

35 • Chez le rat. 

Le FBPM et I'HNP sont injectes par voie 
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intraveineuse, 5 minutes avant les pr61^vements sanguins, 
aux doses respectives de 2,5 et 5 mg/kg pour le FB?M et 
de 1,25 et 2,5 mg/kg pour I'HNF. 

Les prococoles d'agregation plaquetcaire sont 
5 sitnilairee I ceux dScrits ci-dessus, aux differences pres 
suivantes pour le protocole d'agregation a la thrornbine : 
le tampon ajouti au PRP est un tampon tyrode recalcifie, 
et la concentration finale en ttLrombine est de 0/6 U 
NIH/ml . 

10 R^fiultats 

• Ches: le lapin* 

Le FBPM et I'HBPM (& la dose de S x DE 80) et 
I'HNF (a la dose de 10 x DE 80) inhibent i 100% 
I'agregation plaquettaire induite par la thrombin©, mais 
15 n' inhibent pas I'agregation plaquettaire induite par 1 ^iM 
et 2 |jlM d'ADP. 

• Chez le rat. 

Le FBPM et I'HNF inhibent a 100% I'agregation 
plaquettaire induite par la thrombine. 

20 A 1' inverse de ce qui est notS suite ^ 

1' injection d'HfcTF (absence d' inhibition ou trSs faible 
inhibition de I'agregation plaquettaire), le FBPM, quelle 
que soit la dose injectee, reduit de 35 a 45% 
I'agregation plaquettaire induite par I'ADP, sans qu'un 

25 effet dose puiase Stre notS. 

BXEMPLE 4 I BTDDE XN VXVO DE L' EFFET DE POLYS ACCKARIDSS 
SULFATES OBTENUS PAR DEPOLYMERISATIOK RADICALAIRE D'UN 
POCAMS DS PRE0PH7CEE5 StTR LA PREVENTION DE LA RESTEKOSE 
ARTEHISLX-E. 

30 Le traitement des stenoses arterielles par 

voie endovasculaire est une technique couramment 
pratiqu^e. Elle consiste a introduire dans I'art^re un 
ballonnet que I'on vient gonfler en regard de la stenose 
(operation d' angioplastie) dans le but de restaurer un 

35 calibre vasculaire normal. L' angioplastie est le plus 
souvent suivie de la pose d'un stent qui permet, grSce k 
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sa force d' expansion radiale, de maintenir le calibre de 
I'artere- Cetite technique esc frfiquemment ucills4e dans le 
traitemenc des stenoses athfiromateuses coronaires, 
iliaques ou renales. Le traximatisme parietal induit par 
5 1' angioplastie ec la pose de stent est malheureusetnent 
responsable d'une restenose du vaissfeau dans 20 ^ 30% des 
cas Chez I'hornme. Cette restenose est en grande partie due 
a une. proliferation et une migration des cellules 
inuficulaires lieses (CML) de la joedla vers 1' dixtima du 

10 vaisseau. apparition d'une hyperplasie neointimale 
reduit le calibre du stent, favorise 1' ischemia d'aval et 
est source, chez I'hoirone, d'une morbidite et d'une 
mortalite non negligeables . 

Des fractions de polysaccharide sulfate 

15 suscepcibles d'Stre obtenues par dgpolymerisation 
radicalaire d'un fucane brut issu de Pheophycees, ledit 
polysaccharide ayant une masse molaire inferieure ou egale 
k 10 000 g/mol, peuvent etre utilisSes, conf ormSment S 
1' invention, pour prevenir la restenose artirielle, cotnme 

20 demojitrS ci^dessous dans un niodSle de rest€nose chez le 
lapin, dans I'art^re iliaque* 

^) Materiel et m^thode 

lies anirnaux sont des lapins iTew Zealand d'un 
poids inoyen de 3,5 k 4 kg. lis sont anesthesiea au 
25 pentobarbital . 

10 stents iliaques sont inplantSs chez 5 
lapins. Un stent est positionnS dans chaque artire 
iliaque (abord carotidien) ♦ La pose de chaque stent est 
prScfidSe de 3 angioplasties d'une minute a 10 atinospheires 
30 (atm) . Le stent est posi sous une pression de 10 atm 
pendant 30 secondes. 

Les aniinaux sont ensuite traites pendant 14 
jours avec le FBPM obtenu dans I'exemple l, injects 2 
fois par jour en intrarausculaire ^ la dose de 
35 10 mg/kg/24 h. Le groupe temoin est constitue de 6 
artdres stentees chez 3 lapins. 



PAGE3im'RCVDAT2/27/20029:49:15AM[EastemStan(^^ ^DUroNjinm-^^^^^^^^^ 



t 

ViO0VlS6S4 PCT/FR00y0242l 

29 



Apres 14 jours, les animaux sont sacrifies. On 
preleve I'aprte abdominale basse et les arteres iliaques, 
qui sont fixees sous pression (dans le forwol) et incluses 
dans du m6c aery late. On effeccue ensuite des coupes au 
rtiicrotome afin de rSaliser des analyses histologigues et 
histomorphometriques, st de calculer la surface des 
artSires . 

Rftaultats 

Les mesures de surface realisees (intima, 
media, rapports intixo^f media et intlina/limitante 
elascique interne) , rassembl4es dans le taibleau VIII 
(dans lequei « n » repr^sente le norabre de mesures 
effectu6es) ^ indiquent une diminution de I'hyperplasie 
intimale dans le groupe d' animaux trait^s par le FBPM. 
Cette diminution de I'hyperplasie intimale est tres 
importance (de I'ordre de €0%). 

II est egalement A. noter qu*en plus de la 
diminution de la surface de 1" intima et des rapports 
Incima/iziedia et intiina/llmxtcinte elastique interne^ le 
fucane n'a pas d'effet sur la surface de la m&dia, ce qui 
r^vSle une inhibition specifique de la pr&lif Oration des 
CML. 



Tableau VIII 





Temoins 


Animaux craites 


Diminution 




(n = 6) 


par le FBPM 
(n = 10) 


(*> 




1,83 


0,73 


60 


e type 


0,51 


0,20 




aedia 


0,41 


0,37 


n.s. 


e type 


0,02 


0,19 




in t ima /m&di a 


4,48 


1,97 


56 


e type 


1.47 


0,65 






0,35 


0,17-^ 


52 


e type 


0,08 


0,06 





25 e type =» ecart type, 

n.s. non significatif 

LEI = limitante elastigue interne 




10 



xs 



20 
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Ainsi que cela ressort de ce qui prScdde, 
1' invention ne se limits nullement S ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de fa<?on plus explicit© ; elle 
5 etttbrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
ven.ir a 1' esprit du technician en la matiere sans 
s'ecarter du cadre, ni de la portSe de la presente 
invention. 
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RgVENDrCATXOKS 

1. Utilisation d'un polysaccharide sulfacS 
susceptible d'etre obt^nu par depolynierisation 
5 radicalaire d'un fucane brut issu de Ph^ophycees, ledit 
polysaccharide ayant une masse molaire inf^rieure ou 
4gale i 10 000 g/mol, pour I'obtention d'un itiedicamenc 
destine § la prevention ou au traiteraent .de la thrombose 
vasculaire . 

10 2. Utilisation selon la revendication 1, 

caracterisee en ce que ledit medicament est destine & la 
prevention ou au traitement de la thrombose veineuse. 

3. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que ledit mfidicament est destine a la 

15 prevention ou au traitement de la thrombose artSrielle* 

4. Utilisation selon la revendication 3 pour 
la prevention de la restenose artirielle, 

5- Utilisation selon I'une quelconque des 
revezidications 1 a 4, caracterisee en ce que ledit 
20 . polysaccharide sulfate a ime masse molaire inferieure a 
5 000 g/rool.. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 S 5, caracterisee en ce que ledit 
medicament est destine a Stre administre par voie 

25 parenterale . 

7. Utilisation selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine SL 
etre administre par voie intraveineuse , 

8. Utilisation selon la revendication 

30 caracterisee en ce que ledit medicament est destine k 
etre administre par voie sous- cut anee, 

9. Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
etre administre, de fa^on preventive, 4 une dose 

35 joumaliere coirprise entre 150 et 300 mg. 
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10, Utilisation selon la revendication 8, 
caractSrisee en ce que ledit medicament est destine a 
Sere administre, de facpon curative, a une dose 
journaliere comprise entre 450 et 600 mg. 
5 11. Utilisation selon la revendication 4< 

caractfirisee en ce que ledit mSdicament est destine k 
Stre administre par voie locale. 

12. Utilisation selon la revendication 11, 
caract6ris€e en ce que ledit medicanient est destine 4 
10 etre administre par diffusion endoparietale. 
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